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SYSTEME CAPTEUR BIOCHIMIQUE A SENSIBILITE ACCRUE 
PAR AMPLIFICATION MOLECULAIRE DU SIGNAL 

La presente invention a pour objet un systeme capteur 
biochimique dont la sensibilite est accrue par une amplification 
moleculaire d'un signal initialise par Interaction entre une entite 
biochimique presente dans une solution ou un fluide biologique et un 
5 reactif immobilise sur le substrat du capteur et ayant une affinite 
specifique pour ladite entite biochimique. 

En matiere de capteurs biologiques, on recherche de plus en plus 
des systemes qui permettent de faire encore reculer les limites de 
detection et de dosage d'entites biochimiques dans des fluides biotiques, 

10 dans Pespoir d'obtenir une tres grande sensibilite de detection. A cet 
effet, les perfectionnements technologiques ont porte non seulement sur 
Tenvironnement instrumental, par exemple sur les limites de detection 
d'un signal, mais aussi sur la conception meme du capteur des lors qu'on 
avait atteint les limites de sophistication au niveau instrumental. Mais la 

15 encore, les perfectionnements au niveau du capteur ont atteint un seuil 
au dela duquel il n'est plus possible de detecter des biomolecules a l'6tat 
de traces, seuil qui est de I'ordre du nanomolaire (nM) ou du picomolaire 
(pM). 

Neanmoins d'autres perfectionnements ont permis de rendre le 
20 signal d'un capteur, jusqu'alors indetectable par les technologies 

anterieures, mesurable grace a une amplification du signal sur lequel 
repose le principe de detection. Une telle amplification trouve son 
application preferee dans le domaine des capteurs biologiques etant 
donne que les conditions mises en oeuvre dans I'analyse biologique sont 
25 compatibles avec les systemes de bioamplification. 

Actuellement, deux modes de bioamplification sont employes dans 
des systemes destines a detecter, par exemple, des reactions 
immunologiques. Selon un premier mode d'amplification, dans les tests 
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assays), la molecule a detecter, 
30 par exemple un anticorps qui interagit avec une entite chimique tel qu'un 
antigene immobilise, est chimiquement liee a une enzyme. Uenzyme sert 
a catalyser la transformation des molecules detectables. Dans les 
systemes ELISA couramment utilises, les enzymes qui catalysent la 
production d'entites chimiques sont presque toujours des hydrolases. 



Les produits de reaction solubles dans I'eau sont de preference detectes 
dans I'ensemble du milieu reactionnel en mesurant I'absorption, la 
luminescence ou la bioluminescence. 

Dans les biocapteurs, on obtient un deuxieme mode d'amplification 
5 en augmentant le nombre ou la masse des especes detectees. Ce 
principe d'amplification est realise par exemple en liant des marqueurs 
de masse a la molecule a detecter. 

Si le principe de detection repose sur la fluorescence ou 
I'absorption, des molecules fluorescentes ou absorbantes sont 
0 chimiquement liees a I'entite chimique. A titre d'exemple d'amplification de 
ce type, on peut citer le brevet US 5,175,270 qui decrit un mecanisme 
d'amplification a partir d'une architecture dendrimere a la surface du 
capteur. La liaison de molecules modifiees sur chaque molecule cible, ou 
la liaison de reactifs secondaires marques (par exemple des colloTdes, 
5 nanoparticules ou des anticorps secondaires marques avec un 

fluorophore) produira une amplification lineaire du signal. Des billes de 
latex, des composes nanonocristallins semi-conducteurs ou de I'or 
coTloTdal sont des marqueurs de masse couramment utilises dans les 
systemes biocapteurs. Dans des systemes d'amplification commerciaux, 
des anticorps secondaires fortement marques par des molecules 
fluorescentes contribuent a augmenter le signal lineairement. 

En general, les systemes usuels amplifient les signaux du capteur 
par des reactions catalysees par une enzyme qui augmente le nombre 
d'entites chimiques secondaires de I'ensemble par catalyse (amplification 
catalytique pour une detection globale). Autrement, on augmente les 
signaux du capteur soit en ajoutant de la masse, pour une detection 
sensible a la masse, soit en augmentant le nombre de molecules 
marquees qui sont liees a I'unite. 

A titre d'exemple d'amplification lineaire a la surface d'un capteur, 
on peut citer ('amplification d'un signal de fluorescence : dans ce systeme 
les anticorps secondaires sont conjugues pour permettre la detection de 
cibles en faible quantite. 

Ces deux modes d'amplification qui viennent brievement d'etre 
rappeles ont permis d'augmenter sensiblement, soit en solution soit sur 
une surface, la sensibilite de detection : ils ne permettent cependant pas 
d'obtenir un signal suffisamment eleve pour les rendre suffisamment 
utilisables dans la pratique. 



La presente invention a done pour but d'augmenter encore le seuil 
de sensibilite d'un capteur biochimique par une methode d'amplification 
n'ayant pas les inconvenients de Part anterieur, en etant en particulier 
plus simple a mettre en oeuvre et moins couteuse. 

A cet effet, I'invention a pour objet un capteur biochimique h 
amplification moleculaire d'un signal pour la detection et le dosage d'une 
entite biologique en milieu biotique, cette entite biologique pouvant 
comprendre des oligonucleotides, des peptides ou des polysaccharides. 
Le systeme d'amplification est caracterise en ce qu'on ajoute au milieu 
biotique des composes monomeres et des unites catalytiques capables 
de catalyser a partir de I'extremite d'un brin elementaire de I'entite 
biologique un enchancement polymere a partir desdits composes 
monomeres en augmentant ainsi localement un parametre physique 
mesurable a la surface du capteur. 

Les unites catalytiques sont des enzymes choisies parmi toutes 
les classes de transferases, polymerases et synthetases qu'il est 
possible d'utiliser, soit individuellement, c'est-Si-dire en ne choisissant 
qu'une seule espece d'enzyme, soit en choisissant plusieurs enzymes 
qu'on utilise en combinaison ou qu'on ajoute de fa?on sequentielle au 
milieu biotique. 

Parmi les unites catalytiques preferees, on peut citer une 
transferase specifique a PADN ou a I'ARN simple qui allonge le brin 
oligonucleotide. 

Les composes monomeres, qui sont ajoutes au milieu biotique 
pour augmenter localement la masse par polymerisation, sont choisis de 
preference parmi les acides nucleiques : NTP ou dNTP; ou N = A 
(Adenosine), C (Cytidine), G (Guanosine) ou T (Tymidine) et d = deoxy. 

Les peptidases, utilisees sous des conditions qui favorisent la 
reaction inverse, permettent la synthese de materiaux proteiniques. 
Lorsqu'on veut obtenir une augmentation locale de masse des hydrates 
de carbone par une addition sequentielle d'enzymes, on choisit de 
preference des monosaccharides transferases. 

Comme indique precedemment, la detection et le dosage d'une 
entite chimique en milieu biotique repose fondamentalement selon 
I'invention sur une augmentation d'un parametre mesurable, tel que la 
masse, a la surface meme du capteur. 
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Selon un premier mode de detection, la surface du capteur a un 
agencement en reseau ou en gradient de reseau permettant de 
detecter, par exemple par des moyens optiques dans le champ 
d'evanescence une variation de I'indice de refraction resultant de la 
5 variation de masse a la surface capteur, cette variation etant en 
correlation avec le dosage de I'entite biochimique. 

Selon un deuxieme mode de detection, les composes monomeres 
ajoutes au milieu biotique sont marques avec un chromophore ou un 
fluorophore, de sorte que le polymere forme va augmenter localement la 
10 densite de marquage et permettre d'effectuer une mesure de 
fluorescence correlable avec le dosage de I'entite biochimique. 

Ces deux modes de detection sont donnes a titre d'exemples, 
mais le systeme capteur selon I'invention est adaptable a tout autre 
type de biocapteur sensible a une augmentation d'un parametre 
1 5 physique, telle la masse a sa surface. 

II est done necessaire de maintenir a la surface du capteur le brin 
elementaire de I'entite elementaire permettant, par exemple, 
Taccroissement de masse par polymerisation a partir de I'une de ses 
extremites. A cet effet, le substrat subit un traitement approprie, 
20 explique plus en detail par la suite, qui permet d'immobiliser directement 
ou indirectement I'unite de detection. 

L'immobilisation directe de I'unite de detection s'effectue par une 
interaction covalente ou non covalente avec I'entite chimique a detecter, 
ladite interaction pouvant etre unidirectionnelle en 6tant par exemple 
25 etablie par une des extremites de la sequence de nucleotides. 

Cette immobilisation peut egalement etre realisee en utilisant un 
agent de reticulation photopolymerisable. 

Lorsque l'immobilisation est effectuee de facon indirecte, on utilise 
une charpente moleculaire qui permet d'immobiliser un plus grand 
30 nombre d'unites de detection, ladite charpente moleculaire etant elle- 
meme liee a la surface du biocapteur par une unite d'accrochage. De 
facon optimale, cette unite d'accrochage a une grande affinite pour 
interagir avec les molecules de detection. De telles interactions sont par 
exemple des interactions du type (premier anticorps)-(deuxieme 
35 anticorps), comme e'est le cas dans les protocoles de test ELISA 

generalises, ou des interactions de type ADN/ADN comme e'est le cas 
dans les dispositifs biocapteurs a base d'ADN. 



De nombreuses structures peuvent etre utilisees pour former la 
charpente moleculaire, parmi lesquelles on peut citer : 

- de petites entites moleculaires qui permettent au rnoins une 
double fonctionnalisation, tel qu'un agent de reticulation hetero- 
bifonctionnel par exemple N-(m-(trifluromethyl)diazirin-3yl)phenyl)-4- 
maleimido-butyramide, 

- un anticorps modifie avec un oligonucleotide ou un de ses 
fragments. La fraction hydrocarbonee et le domaine-clef des anticorps 
possedent des groupes fonctionnels telles que des chatnes laterales 
carbohydrates et amino-acides qui respectivement facilitent I'addition 
d'oligonucleotides, 

- des dendrimeres ADN de tailles appropriees, qui presentent un 
grand interet en raison de leur aptitude a de multiples fonctionnalisations 
pour les oligonucleotides specifiques. Des extensions a brin unique de 
dendrimeres ADN permettent de fixer des anticorps fonctionnalises a 
I'aide d'oligonucleotides, 

- des colloi'des de metaux ou de composes nanocristallins 
semiconducteurs qui procurent les elements essentiels pour une 
fonctionnalisation multiple. 

L'unite d'accrochage qui etablit une liaison selective entre la 
charpente moleculaire et la molecule de detection est, dans un mode de 
realisation prefere, formee par une partie d'une molecule identique a 
l'unite de detection, tel qu'un anticorps, ou par un fragment de celle-ci. 
Parmi les unites d'accrochage utilisables dans le cadre de la presente 
invention, on peut citer : 

- toutes les classes d'immunoglobulines, la proteine A, la proteine 

G, la proteine fusionnee A-G, 

- I'avidine, la neutravidine, la streptavidine et des oligonucleotides 
qui occupent un quart des sites individuels de liaison biotine, 

- une polyhistidine marquee, 

- un nitrolo-tetraacetate marque, 

- n'importe quel genre d'interaction moleculaire a liaison specifique 

mais non covalente. 

En fonction des caracteristiques de la charpente moleculaire, et 
notamment lorsqu'elle a une architecture dendrimere, l'unite de liaison 
polymere peut etre un oligonucleotide avec une sequence de nucleotides 
en partie complementaire de I'une des branches d'un dendrimere. 
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D'autres caractSristiques et avantages de I'invention apparattront 
dans la description suivante faite en reference aux dessins annexes dans 
lesquels : 

- les figures 1A, 1B et 1C representent schematiquement les 
5 etapes conduisant a un premier mode de realisation, 

- la figure 2 est une representation schematique d'un deuxieme 
mode de realisation, et 

- les figures 3A et 3B montrent schematiquement un troisieme 
mode de realisation. 

10 On va maintenant decrire un premier mode de realisation d'un 

systeme capteur le plus simple selon I'invention, en reference aux figures 
1A, 1B et 1C ou on a schematiquement represents les etapes 
permettant d'amplifier un signal. 

La premiere <§tape (figure 1A) montre un capteur 1 a la surface 2 
15 duquel est immobilise un oligonucleotide 3 par son extremity 3'. Cet 
oligonucleotide 3 est designe plus generalement par "molecule de 
detection" 4. Cette immobilisation peut etre effectuge, soit par un 
traitement approprie de la surface du capteur pour permettre 
I'Stablissement d'une liaison covalente avec I'extremite 3' de 
••oligonucleotide 3, soit par un procc§de thermochimique ou encore par 
une technique de photo-immobilisation au moyen d'un agent de 
reticulation photopolymerisable, comme cela sera expliqu<§ plus en detail 
dans les exemples qui suivent. Cette molecule de detection comporte une 
sequence de nucleotides specif ique qui va permettre par hybridation 
(figure 1B) d'immobiliser un brin elementaire 5 de I'entite biochimique 6 a 
analyser, ce brin elementaire ayant une sequence de nucleotides 
complementaire de cede de la molecule de detection 4. Cette hybridation 
est effectuee en laissant libre I'extremite 3' du brin Elementaire 5. Dans 
I'etape suivante (figure 1C), on a ajoute des nucleotides monomeres 7, 
30 designes par la suite par I'abreviation usuelle dNTP, et une enzyme 10, 
telle qu'une transferase a extremite 3'. Cette enzyme 10 va catalyser' 
specifiquement la formation de liaisons covalentes entre I'extremite 3' du 
brin elementaire 5 et successivement les nucleotides ajoutes au milieu 
pour creer un enchamement polymere 9 qui va augmenter la masse 
35 totale a la surface, ce qui va se traduire par une variation mesurable de 
I'indice de refraction. Dans le cas ou les nucleotides ajoutes au milieu 
sont marques avec un marqueur fluorescent, cette augmentation de 



20 



25 



- 7 - 



masse va se traduire par une accumulation de nucleotides marques a la 
surface du capteur et une diminution globale de la fluorescence du milieu. 

En se referant maintenant a la figure 2, on a represents 
schematiquement un systeme capteur selon 1'invention correspondant a 
5 un mode d'amplification plus complexe, en ce que les oligonucleotides 3 
sont indirectement liees a la surface 2 du capteur 1 par I'intermediaire 
d'une charpente moleculaire 20 immobilisee a la surface du capteur par 
une unite d'accrochage 30. Dans I'exemple represents, la charpente 
moleculaire 20 est formee par un colloide bifonctionnalise pour retenir a 
10 la fois les oligonucleotides 3 attaches par I'extremite 5' et un fragment 
d'anticorps 31 complementaire d'un antigene 32 immobilise a la surface, 
Tanticorps 31 et I'antigene 32 realisant ensemble I'accrochage. Pour 
effectuer I'amplification du signal, on procede comme indique 
precedemment en ajoutant une enzyme 10 et des nucleotides 7. 
15 La description ci-apres donne en detail les differentes etapes qui 

permettent d'obtenir un systeme capteur biochimique selon I'invention et 
les modifications qu'il convient d'apporter a la surface d'un capteur 
optique du type de ceux qui reposent sur une detection de fluorescence 
ou sur une detection refractometrique. Avec de petites modifications, les 
20 procedures decrites s'appliquent aussi a d'autres systemes capteurs et 
a d'autres materiaux de transducteurs. Une modification de surface par 
silanisation convient aux surfaces qui donnent des groupes hydroxy de 
surface ou aux surfaces sur lesquels on peut produire des groupes 
hydroxy. D'une autre facon, on utilise aussi les technologies de photo- 
25 immobilisation pour fonctionnaliser une surface quand on souhaite avoir 
une fonctionnalisation de surface adressable et supprimer du milieu les 
liaisons non specifiques de I'entite biologique. En principe, les materiaux 
employes pour le capteur sont des oxydes metalliques a la fois pour les 
mesures basees sur la refractometrie et pour celles basees sur la 
30 fluorescence. Les modifications par charpente moleculaire amplificatrice 
ont ete effectuees avec des colloTdes d'or et des dendrimeres a plusieurs 
branches. Dans tous les exemples decrits ci-apres, on a effectue 
I'amplification du signal avec la transferase a extremite 3' (3'TT) pour 
catalyser I'addition de nucleotides ^ I'extremite libre 3'. 

35 
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'• Fonctionnalisation de la surface du capjeur et imrnobjijsatign 
I'unite de detection 

Silanisation de la surface d'un nwri e metallim.g * t liaison ri-„n 
oliaonucleotidp 

En partant des protocoles de R. E. Kunz decrits dans les 
publications "Sensor and Actuators A (1997) 60,23" et "Sensors and 
Actuators B (1997) 38-39, 705", on a augmente le nombre de radicaux 
hydroxy en traitant les capteurs optiques repliques sur des polymeres 
organiques avec un plasma d'oxygene dans un generateur de plasma. 
On a nettoye les systemes capteurs optiques sur verre par ultrasons 
dans I'acide nitrique 65% pendant trente minutes (30 mn), puis par 
rincage a I'eau bidistillee. Les surfaces externes d'oxyde metallique ont 
ete silanisees en phase vapeur avec du 3-(glycidyloxy) propoyl- 
trimethoxysilane pendant deux jours a 180°C et 10 mbar. On a enfin 
immobilise sur les surfaces epoxy ainsi obtenues, des oligonucleotides 
commerciaux a charne terminate 3 1 ou 5'amino prealablement dissous 
dans un tampon de phosphate de sodium dilue a 1/100. 

Immobilisation d'olinnnucleotiriss par I'interm^iro de DO | vm p rog 
PhotODolvmerisahles 

Selon un protocole de photoimmobilisation de proline d^crit par 
H. Gao et al (Biotechnol. Appl. Biochem. (1994) 20, 251-263), la 
technique ^immobilisation adressable de biomolecules a ete etendue a la 
25 liaison covalente d'oligonucleotides. Tout a la fois, le rev§tement en 

couches et Timmobilisation en une seule etape se sont reveles applicables 
aux nucleotides. Au lieu d'utiliser de I'albumine de serum bovin 
aryldiazirine modifie, on a employe a titre de nouveau reactif comme 
polymere photopolymerisable un dextrane aryldiazirine modifie. Un 
dextrane aryldiazirine modifie (T-Dextran) a ete synthetise par 
thiocarbamoylation de I'amino-dextrane avec la 3-(trifluorom6thyl)-3- 
3(m-isothiocyanophenyl) diazirine. Pour la photoimmobilisation des 
oligonucleotides, on a prepare une solution contenant 20 nanomoles de 
T-Dextran et 10 nanomoles d'oligonucleotides en solution dans un milieu 
tampon a pH 7,4 (1,5 mM de NaCI et 0,05 mM de phosphate de 
sodium). 



20 



30 



35 



On a utilise ce melange pour imprimer par jet d'encre une surface 
de 10 mm 2 , ce qui correspond a une densite de 500 fmol/mm 2 , soit 
encore 5 nl pour une surface de 3 x 3 mm. Une fois ce depot effectue, 
on seche les echantillons a temperature ambiante pendant 2 h a 
5 20 mbar, puis on les expose a la lumiere pour activer la reticulation du 
polymere. Cette immobilisation a ete effectuee par une irradiation de 
trois minutes avec une source de lumiere Orvel (11 mW/cm 2 ) avec un 
filtre pour eliminer les radiations inferieures a 320 nm. Les surfaces 
modifiees sont lavees par plusieurs solutions tampons et finalement cinq 
10 fois a I'eau bidistillee. Par un marquage isotopique, on a pu determiner 
que 40% des oligonucleotides etaient immobilises sur le capteur, ce qui 
correspond approximativement a une densite de 200 fmol/mm 2 . 



Immobilisation orientee d'o linonucleotides 
1 5 Pour avoir une immobilisation orientee d'oligonucleotides, on a 

prepare des substrats ayant a leur surface du nitrure de silicium, des 
polymeres organiques, du diamant ou encore du DLC (Diamond-like 
Carbon). Les substrats de base, a I'exception des polymeres 
organiques, sont laves aux ultrasons successivement 5 mn chaque fois 
20 dans de I'hexane et dans de I'ethanol et seches pendant deux heures a 
temperature ambiante a 6 mbar. On depose ensuite avec une seringue 
une goutte d'une solution ethanolique 0,25 mM de I'agent de reticulation 
N-(m-(trifluromethyl)diazirin-3yl)phenyl)-4-maleimido-butyramide. Une 
goutte de 10 |il permet de couvrir une surface de 25 mm 2 . Apres 
25 sechage de deux heures a temperature ambiante a 30 mbar, on 
effectue la photoimmobilisation en irradiant les echantillons pendant 
20 mn avec une source tumineuse Stratalinker a 350 nm procurant une 
irradiation de 0,9 mW/cm 2 . On lave ensuite les surfaces modifiees trois 
fois avec de I'hexane et de I'ethanol; dans le cas d'un polymere 
30 organique utilise comme substrat, on utilise le methanol comme produit 
de lavage. Pour obtenir une immobilisation covalente, on dissout 10 nmol 
de 5'thio-oligonuleotide dans 50 *il d'une solution tampon degazee a 
pH 7,7 (0,2 M HEPES + 1 mM EDTA). Cette solution est ensuite 
deposee par pipettage sur la surface maleimide modifiee et mise a 
35 incuber pendant seize heures a temperature ambiante. En dernier lieu, 
comme explique plus loin, on rince la surface oligonucleotide modifiee 
avec la solution tampon d'hybridation. 



II- Preparation de la charpente moleculaire 



Fonctionnalisation de colloTdes d'or avec des oligonucleotides et des 
fragments d'anticorps F(ab') 

On effectue la sedimentation de colloTdes d'or de 20 nm de 
diametre (10'000 tours/rnn, pendant 30 mn) puis on elimine le 
surnageant et on ajoute une solution contenant 0,7 nmol de 5'thio- 
oligonucleotides et 0,3 nmol de fragments F(ab') fraichement prepares 
dissous dans 50 ^il d'une solution tampon degazee a pH 7,7 (0,2 M 
HEPES + 1 mM EDTA). On garde la solution seize heures a temperature 
ambiante et on lave les colloTdes modifies en effectuant trois cycles de 
sedimentation et de remise en suspension dans un tampon de phosphate 
de sodium. 

Charpent e moleculaire de tri et multidentates d'APN 

Avec une structure ADN tridentee, on a un ADN a deux extremites 
3'OH et pour la premiere generation de dendrimere avec cinq extremites 
3'OH. 

L'architecture dendrimere de cette charpente moleculaire a ete 
preparee comme indique dans les brevets de la soctete Polyprobe 
(US 5,175,270; US 5,484,904; US 5,487,973). On a selectionne des 
sequences d'oligonucleotides ADN en tenant compte d'une liaison efficace 
du brin complementaire. On a assemble (figure 3A) une structure 
dendrimere de base 41 en laissant libres les deux extremites 3' pour 
("amplification 3'TT, une extremite 5' etant complementaire de la 
molecule de detection immobilisee a la surface. Cet assemblage 
moleculaire permet de dupliquer le nombre de sites d'extension 3TT. Les 
charpentes moleculaires de dendrimeres de premiere generation ont ete 
concues de facon analogue. L'addition d'un dendrimere tetradente (40) 
et d'un deuxieme etage aux dendrimeres tridentes (41) et bidentes (42) 
a porte le nombre de sites d'extension 3'Tt a cinq (figure 3B). 
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III. Hybridation de brins de ADN complementaires et reaction de 
transferase a extremite 3' 

MyhriHatinn des olignnunleotides d'ADN avec Ins molecules de detection 

5 immobilise *** a la surface 

On a effectue la reaction d'hybridation avec les molecules de 
detection immobilisee a la surface, c'est-a-dire avec 15 a 
60 nucleotides. Apres immobilisation des molecules ADN de detection, 
on a lave les surfaces trois fois avec une solution de 5xSSC contenant 
10 0,1% en poids de dodecylsulfate de sodium pour eliminer les 

oligonucleotides adsorbes de facon non covalente. On a ensuite dissous 
des brins elementaires d'ADN a chaTne unique dans 250 ml d'une solution 
d'hybridation comprenant en poids 1% de caseine. 0,1% de sel sodique 
de lauroylsarcosine et 0,02% de dodecysulfate de sodium dans une 
1 5 solution tampon de 5xSSC. 

La solution ainsi obtenue a ete deposee a la surface du capteur et 
on a laisse incuber deux heures a 45°C. Apres I'etape d'hybridation, on a 
lave les surfaces deux fois avec 2 x SSC contenant du dodecylsulfate 
de sodium a 0,1% en poids a temperature ambiante et trois fois avec 
20 une solution tampon 5 x SSG, contenant du dodecylsulfate de sodium a 
0,1% en poids, chauffee a 50°C. Ces operations de lavage intensif 
incorporant des detergents sont necessaires pour eliminer les brins 
elementaires non hybrides. 

25 Reaction de la transferase & ext remite 3'(reaction 3'TT) 

Dans I'etape suivante, on a ajoute aux brins elementaires hybrides 
des nucleotides, ayant ou non un marqueur fluorescent, en meme temps 
que I'enzyme 3'TT. Cette enzyme catalyse la liaison des nucleotides avec 
le brin elementaire. En ajoutant des monomeres aux brins elementaires, 

30 I'enzyme augmente I'indice de refraction pour la detection de masse ou 
la fluorescence a la surface du biocapteur. On a d'abord lave la surface 
du capteur deux fois avec 200 nl du tampon cacodylate a pH 7 (0,5 M 
cacodylate, 5 mM CoCI 2 , 1 mM dithiothreitol). On a fait demarrer la 
reaction en ajoutant deux unites de 3'TT a un milieu d'incubation 

35 compose de 20 u.l de tampon cacodylate, 100^1 d'un deoxynucleotide 
phosphate (dNTP), 4 \l\ de 5 mM de dCTP et 100 jil d'eau. Le melange 
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10 



a ete brievement melange par aspiration avec une pipette et depose sur 
le substrat. 

Les modifications d'indice de refraction a la surface du capteur 
ont ete suivies soit de facon optique avec un capteur optique integre, 
soit par une detection de fluorescence. On a quantifie ('amplification du 
signal en effectuant la difference entre le signal le plus eleve obtenu d'une 
surface ayant le brin elementaire immobilise, et le signal provenant d'un 
capteur de reference dans lequel le brin elementaire n'a subi aucune 
hybridation. 

IV - Amplificat ion du signal dans un test oen£tiqufi 



Test de detar.tinn de I'amDli fication du signal de fluorescence 
Dans ce test, des molecules de detection d'ADN ont et6 

15 immobilisees a la surface du capteur par photo-immobilisation a base de 
dextrane et hybridees avec les oligonucleotides qui sont, soit un 
compose temoin synthetique soit un oligonucleotide provenant de PCR. 
Dans le milieu reactionnel 3'TT, il y a des "dCTP" et des nucleotides 
fluorescents ChromaTide BODIPY FL-14-dCTP (Molecular Probes, Eugene 

20 Oregon, USA). On a initie la reaction d'amplification en ajoutant deux 

unites de 3'TT et on I'a arrete apres cinq minutes en lavant la surface du 
capteur avec la solution tampon de la reaction. On a suivi ('augmentation 
de fluorescence a la surface et compare les resultats avec la 
fluorescence apres hybridation d'une molecule de detection marquee a la 

25 fluoresceine. 

Dans une deuxieme serie d'experiences, on a hybride 
I'oligonucleotide a la fois a la branche de liaison de la premiere 
generation de dendrimeres et a la molecule de detection liee a la surface. 
Avec cette configuration, la reaction 3'TT a lieu avec cinq extremites 3' 
30 disponibles sur la charpente moleculaire. 

On a enregistre I'incorporation des composes dCTP fluorescents. 
Les resultats experimentaux montrent que le signal est augments d'un 
facteur 3,8 comparativement a celui d'un biocapteur agence sans 
dendrimeres. 

35 
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V. Amplification riii signal 3'TT dans das tests immunoloaiaues 

On a examine ia liaison d'un anticorps a un antigene 
photoimmobilise en utilisant la detection optique integree sans marqueur 
telle que decrite par H. Gao et al (Biosensors and Bioelectronics (1995) 
5 10, 317-328). On a effectue le test avec un anticorps non modifte et, 
dans une deuxieme serie d'experiences, avec un anticorps fonctionnalise 
avec un oligonucleotide. On a effectue la fonctionnalisation de I'anticorps 
comme indique par Ghosh et al (Bio-conjugate. Chem. (1990) 1,71-76). 
L'amplification du signal secondaire par la reaction 3'TT a ete effectuee 
10 a la fois pour les deux systemes de tests. Le milieu reactionnel 

comprenait des "dCTP" et deux unites de I'enzyme S'TT. On a suivi en 
fonction du temps ('augmentation de masse en observant les 
modifications de I'indice de refraction. La vitesse initiale de reaction et le 
niveau de saturation se sont reveles 64 fois plus grands avec 
1 5 I'echantillon comprenant I'anticorps modifie par les oligonucleotides 
qu'avec I'echantillon sans oligonucleotides. 

On a atteint une augmentation d'un facteur 150 pour la sensibility 
de detection d'une entite biologique avec une charpente moleculaire a 
colloTdes d'or bifonctionnalisee en ayant a sa surface a la fois des 
20 fragments d'anticorps specifiques d'un antigene et des oligonucleotides. 
On a utilise cet agencement moleculaire pour amplifier le signal d'un 
biocapteur immunologique. Comme decrit ci-dessus, on a modifie des 
particules d'or colloidal de 1 0 nmoles avec des oligonucleotides et des 
fragments F(ab') dans une proportion de 7/3. On a ensuite applique a la 
25 surface du biocapteur ces colloTdes d'or bifonctionnalises en meme 

temps que deux unites 3'TT et on a enregistre I'augmentation de masse 
en fonction du temps. Le determinant antigenique du fragment F(ab') 
immobilise sur le colloTde s'oriente vers un epitope d'anticorps du test 
ELISA. L'amplification du signal en fonction de la masse a ete obtenu 
30 d'abord au moyen d'une liaison selective des colloTdes substitues. 

L'augmentation de la chaTne d'oligonucleotides provoquee par la reaction 
3'TT conduit a une tres forte augmentation du signal. Cela conduit 
finalement a l'amplification a saturation 150 fois superieure a celle d'un 
echantillon sans colloTde. 
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REVENDICATIONS 

1 . Systeme capteur biochimique a amplification moleculaire d'un 
signal pour la detection et le dosage d'une entity biologique en milieu 
biotique, ladite entite biologique etant identifiable par au moins un brin 
elementaire comprenant une sequence specifique de nucleotides, ledit 
capteur ayant a sa surface une unite de detection immobilisee 
directement ou indirectement, ladite unite de detection possedant une 
sequence de nucleotides complementaire de celle de I'entite biologique et 
ladite surface du capteur etant agencee pour delivrer a des moyens de 
detection et de mesure un signal representatif de la variation d'un 
parametre physique par hybridation de I'entite biologique avec I'unite de 
detection, caracterise en ce qu'on ajoute au milieu biotique des 
composes monomeres et des unites catalytiques capables de catalyser 
a partir de I'extremite d'un brin elementaire de I'entite biologique un 
enchatnement polymere a partir desdits composes monomeres en 
augmentant ainsi localement un parantetre physique mesurable a la 
surface du capteur. 

2. Systeme capteur selon la revendication 1, caracterise en ce 
que ledit parametre physique mesurable est la masse, I'absorption d'une 
onde lumineuse ou remission d'un signal de fluorescence. 

3. Systeme capteur selon la revendication 1, caracterise en ce 
que les unites catalytiques sont des enzymes choisies parmi les 
transferases, les polymerases et les synthetases. 

4. Systeme capteur selon la revendication 3, caracterise en ce 
que les enzymes sont ajoutees au milieu biotique en choisissant une seule 
espece, en combinant plusieurs especes, ou en ajoutant sequentiellement 
plusieurs especes. 

5. Systeme capteur selon les revendications 3 ou 4, caracterise 
en ce que I'enzyme est une transferase a brin ADN, telle qu'une 
transferase a extremity 3', ou une polymerase a brin ARN. 

6. Systeme capteur selon les revendications 3 ou 4, caracterise 
en ce que I'entite biologique est un peptide ou une proteine et en ce que 
I'enzyme est une synthetase peptidee. 

7. Systeme capteur selon la revendication 4, caracterise en ce 
que I'entite biologique est un di-ou oligo-saccharide et en ce que les 
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enzymes ajoutees de facon sequentielle comprennent une mono- ou 
oligo-saccharide transferase. 

8. Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que les composes monomeres sont choisis parmi les 

5 nucleotides et les oligonucleotides 

9. Systeme capteur selon Tune des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que la surface du capteur a un agencement en reseau 
ou en gradient de reseau permettant une detection optique de la 
variation de I'indice de refraction, liee a la variation de masse a la 

10 surface du capteur, cette variation d'indice de refraction etant 
correlable avec le dosage de I'entite biochimique. 

1 0. Systeme capteur selon I'une des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que les composes monomeres sont marques avec un 
chromophore ou un fluorophore permettant d'effectuer une mesure 

1 5 d'absorption ou de fluorescence correlable avec le dosage de I'entite 
biochimique. 

11. Systeme capteur selon I'une des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que la sequence de nucleotides formant I'unite de 
detection est directement liee a la surface du capteur par liaison 

20 covalente. 

12. Systeme capteur selon I'une des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce que I'unite de detection est liee de facon 
unidirectionnelle par son extrernite 3' ou 5'. 

13. Systeme capteur selon I'une des revendications 1 a 12, 
25 caracterise en ce que la sequence de nucleotide formant I'unite de 

detection est liee a la surface du capteur par photo-immobilisation. 

1 4. Systeme capteur selon I'une des revendications 1 a 1 3, 
caracterise en ce que la sequence de nucleotides formant I'unite de 
detection est indirectement liee a la surface du capteur par une 

30 charpente moleculaire bifonctionnelle, elle-meme liee a ladite surface par 
une unite d'accrochage. 

15. Systeme capteur selon I'une des revendications 1 a 14, 
caracterise en ce que les composes permettant de former la charpente 
moleculaire sont choisis parmi, une entite moleculaire bifonctionnelle, tel 

35 qu'un agent de reticulation heterobifonctionnel, un anticorps modifie par 
un nucleotide ou I'un de ses fragments, des dendrimeres ADN de taille 



- 16 - 



appropriee, et des colloides de metaux ou de composes nanocristallins 
semiconducteurs. 

16. Systeme capteur selon la revendication 14, caracterise en ce 
que les composes permettant de former I'unite d'accrochage sont 
choisis parmi les immunoglobulines, la proteine A, la proteine G, et la 
proline fusionnee A-G. 

17. Systeme capteur selon la revendication 14, caracteris6 en ce 
que les composes permettant de former I'unite d'accrochage sont 
choisis parmi I'avidine, la neutravidine, la streptavidine et des 
oligonucleotides ADN ou ARN occupant un quart des sites de liaison 
biotine. 

18. Systeme capteur selon la revendication 14, caracterise en ce 
que les composes permettant de former I'unite d'accrochage sont 
choisis parmi une polyhistidine marquee et un nitroloacetate marque. 

19. Systeme capteur selon la revendication 14, caracterise en ce 
que I'unite d'accrochage est formee par un oligonucleotide ayant une 
sequence de nucleotides partiellement complementaire de Tune des 
branches d'un dendrimere lorsque la charpente moleculaire a une 
architecture dendrimere. 
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